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摘要 

目的 :研究 STATS 在 肝癌 细胞 SK-Hepl 对 sorafenib 抗 性 中 的 作用 ,并 探讨 STAT3 
基因 沉默 在 增强 sorafenib 肝癌 疗效 中 的 作用 。 

方法 : 应 用 基于 shRNA 的 基因 沉默 技术 在 肝癌 细胞 SK-Hepl FRIR STAT3; 用 
CCK8 法 检测 细胞 的 生长 情况 与 对 sorafenib 的 敏感 性 ; 蛋白 印迹 法 (Western blot) 
检测 STAT3. p-STAT3 (Y705)、p-STAT3 (S727) 以 及 其 下 游 蛋 白 的 表达 变化 。 
结果 : 成 功 构建 了 STATS 敲 减 的 细胞 株 SK-Hep1-shSTAT3。 该 细胞 中 STAT3 Az 
和 白 表 达 降 低 ， 细 胞 增殖 明显 受到 抑制 。Sorafenib 的 处 理 下 调 了 STAT3 的 磷酸 化 
水 平 及 其 下 游 蛋 白 Mcl-1 和 CyclinD1 的 表达 。STAT3 JEDER] SK-Hepl 细胞 ， 
对 sorafenib 的 敏感 性 增强 。 
结论 : 基于 shRNA 的 STAT3 基因 沉默 能 明显 抑制 SK-Hep1 细胞 增殖 ， 提 高 细 
胞 对 sorafenib 的 敏感 性 ， 有 望 成 为 提高 sorafenib 抗 肝癌 疗效 的 一 种 新 手段 。 
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[Abstract] 

Objective: To determine the effect of STAT3 on sorafenib resistance in 
Hepatocarcinoma cell SK-Hepl, and the role of STAT3 gene silencing on enhancing 
the efficacy of sorafenib in liver cancer. 

Methods: STAT3 gene was knocked down by short hairpin RNA based gene-silencing 
technology in SK-Hepl cells. The cell proliferation and the sensitivity to sorafenib 
were detected by CCK8 assay. The expression levelsof STAT3, p-STAT3 (Y705), 
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p-STAT3 (S727) and its downstream proteins were detected by Western blot. 

Results: STAT3 knockdown cell line SK-Hepl-shSTAT3 was successfully constructed. 
In these cells, the level of STAT3 expression was decreased; the cell proliferation was 
significantly suppressed.Sorafenib treatment reduced the level of STAT3 
phosphorylation and its downstream protein CyclinD1 and Mcl-1.Sorafenib resistance 
was reduced in STAT3 knockdown cells. 

Conclusion: Silencing STAT3 by RNA interference can significantly suppress 
SK-Hepl cell proliferation, and enhance the sensitivity of liver cancer cells to 
sorafenib.Our data indicates that STAT3 knockdown might be a new way to improve 
the efficacy of sorafenibin liver cancer. 
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RARE CA XE. sorafenib) 是 近年 来 临床 上 用 于 晚期 肝癌 治疗 的 一 种 靶 
向 药物 ， 能 够 同时 抑制 Raf-1, B-Raf. VEGFR 等 多 种 激酶 中。 虽然 这 种 口服 多 激 
酶 抑制 剂 可 延长 部 分 晚期 肝癌 患者 的 生存 时 间 , 但 对 不 同 的 肝 冶 患者 来 说 , 其 疗 
效 有 很 大 差异 中。 而 且 对 于 大 部 分 肝癌 患者 而 言 ， 疗 效 并 不 尽 如 人 意 申 。 因 此 探 
索 不 同类 型 肝癌 细胞 的 抗 药 机 制 具有 非常 重要 的 意义 , 以 期 为 实现 个 体 化 精准 治 
疗 提供 依据 。 

言 号 转 导 及 转录 活化 因子 3 (Signal transducer and activator of transcription 3, 
STAT3)， 是 一 种 转录 因子 ， 也 被 认为 是 一 种 癌 基 因 ， 只 在 癌 细 胞 中 持续 性 激活 ， 
在 正常 肝 细 胞 中 则 需要 诱导 激活 ， 提 示 STAT3 可 作为 肝癌 治疗 的 革 点 (6l。 同 时 ， 
STAT3 的 活化 是 肝 冶 细胞 存活 必需 的 ， 若 将 其 敲 除 会 引起 细胞 死亡 ， 故 应 用 基因 
敲 减 研究 STAT3 在 肝癌 细胞 中 的 功能 外 。 但 正常 肝 细胞 的 存活 却 并 不 依赖 于 
STAT3， 这 表明 靶 向 STAT3 的 肝癌 治疗 是 安全 的 四 


也 有 文献 支持 ，sorafenib 通过 抑制 STAT3 的 活化 ， 并 下 调 STAT3 相关 信和 号 
通路 ， 是 其 治疗 神经 胶 质 瘤 外 ， 肝 纤维 化 9, 非 小 细胞 肺癌 5 的 机 制 之 一 。 然 而 ， 
STAT3 基因 是 否 是 肝癌 细胞 对 sorafenib 抗 性 的 关键 因子 仍 不 得 而 知 。 

因此 ， 本 研究 通过 敲 减 STAT3 基因 ， 检 测 其 是 否 增强 SK-Hepl 细胞 对 
sorafenib 的 敏感 性 ， 探 讨 STAT3 基因 在 肝癌 细胞 的 sorafenib 药物 抗 性 中 所 起 的 
作用 ， 为 靶 向 STAT3， 增 强 sorafenib 抗 肝 癌 疗 效 提供 理论 依据 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 


人 胚胎 肾 细胞 HEK293T 和 人 肝癌 细胞 株 SK-Hepl 以 及 慢 病 毒 包 装 质粒 
(PREV, pVSVG 和 pMDL ) 均 由 厦门 大 学 细胞 应 激 生 物 学 国家 重点 实验 室 惠 赠 。 
STAT3-shRNA 质粒 购 自 上 海 吉 凯 基 因 化 学 技术 有 限 公司 。 测 序 由 厦门 闽 博 生物 
技术 有 限 公司 完成 。Sorafenib 〈 索 拉 非 尼 ) 购 自 美国 Santa Cruz 公司 ; CCKS 细 
胞 活力 检测 试剂 盒 购 自 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ; 胎 牛 血清 购 自 以 色 列 BI 
公司 ; DMEM 培养 基 及 其 他 细胞 培养 所 需 试剂 和 TurboFect 转 染 试剂 购 自 美 
Thermo 公司 。 二 甲 基 亚 砚 CDMSOO 购 自 美国 Sigma 公司 。 其 余 试剂 均 购 自 上 
海 生 工 生 物 工程 有 限 公 司 。STAT3, Mcl-1 和 CyclinD1 抗体 均 购 自 武 汉 三 鹰 生物 
技术 有 限 公 司 ; p-STAT3 (Tyr705) 抗体 购 自 美国 Cell Signaling 公司 ; p-STAT3 
(Ser727) 抗体 购 自 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 ，GAPDH 抗体 购 自 北京 中 杉 金 
桥 生物 技术 有 限 公 司 ，HRP 标记 的 二 抗 购 自 福州 科 诺 生物 技术 有 限 公 司 。 


1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 及 处 理 方 法 

HEK293T 细胞 、 人 肝癌 细胞 株 SK-Hepl 和 SK-Hepl-shSTAT3 细胞 用 含 10% 
胎 牛 血清 的 DMEM 高 糖 培 养 基 培 养 。 细 胞 置 于 37C, 5%C0 的 培养 箱 中 培养 ， 
用 0.25% 胰 和 蛋白酶 消化 传代 。 


1.2.2 SK-Hep1-shSTAT3 细胞 系 的 构建 
将 所 购买 的 STATS AIRE pLv-shSTAT3 和 慢 病 毒 包装 质粒 (pREV、pVSVG 


All pMDL) 以 3:1:1:1 混合 于 200p 无 血清 的 DMEM 培养 液 制 成 DNA 混合 溶液 ， 
以 空 载体 质粒 做 阴性 对 照 。 用 TurboFect 转 染 试剂 将 其 转 染 至 HEK293T 细胞 包 
装 病毒 ，48h 后 收集 上 清 病 毒液 。 按 病毒 液 与 完全 培养 基 El 的 比例 ， 加 入 终 浓 
EN 10ug/ml 的 polybrene， 感 染 已 贴 壁 的 SK-Hepl 细胞 。12 一 24h 后 观察 细胞 
状态 是 否 良好 ， 并 更 换 为 完全 培养 基 。 感 染 48 h 后 荧光 显微镜 下 观察 绿色 荧光 
来 判断 病毒 感染 效率 。 将 表达 STAT3 shRNA 或 对 照 空 载体 的 病毒 分 别 感染 
SK-Hepl 细胞 后 ， 得 到 SK-Hepl-shSTAT3 和 对 照 组 细胞 。 


1.2.3 蛋白 印迹 法 (Western blot) 检测 蛋白 表达 量 
用 Countstar 进行 细胞 计数 后 ， 收 集 细 胞 并 和 裂解， 提取 总 蛋白 。 用 SDS-PAGE 


凝 胶 电泳 分 离 蛋 白 ， 电 转 至 PVDF 膜 上 ,封闭 后 ， 一 抗 (1:1000) 4°C RAR. 
室温 孵育 二 抗 (1:10000) Ih, ECL 显 色 。 


1.2.4 CCK-8 法 检测 细胞 活力 
取 对 数 生 长 期 的 SK-Hepl 细胞 ， 以 每 孔 10000 个 细胞 接种 到 96 和 孔 板 中 ， 各 


设 3 个 复 孔 ,培养 箱 中 常规 培养 .次 日 待 细胞 贴 壁 后 实验 组 加 入 终 浓 度 为 Sumol/L 
的 sorafenib 溶液 ， 对 照 组 加 入 等 体积 DMSO， 分 别处 理 不 同时 间 ; 或 加 入 不 同 
浓度 sorafenib 药物 ， 处 理 细 胞 48h。 将 处 理 后 的 细胞 吸 弃 旧 液 ， 每 孔 加 入 100hHl 
含 10% (V/V) CCK-8 的 新 鲜 培 养 液 ， 于 培养 箱 中 孵育 lh。 选 择 450/630nm XX 
波长 ， 在 酶 标 仪 上 测定 各 孔 的 光 吸 收 值 (A)， 记 录 结 果 ， 以 时 间 为 横 坐 标 ， 相 
对 吸光 值 (对 于 生长 曲线 ， 相 对 吸光 值 三 不 同时 间 点 的 A 值 /Oh 的 A 值 ; 对 于 
药 浓 曲 线 ， 相 对 吸光 值 = 加 药 组 A 值 / 溶剂 组 A 值 ) 为 纵 坐 标 绘制 细胞 生长 曲 
线 或 sorafenib 药 浓 曲 线 。 


1.2.5 统计 处 理 
采用 SPSS22 统 计 分 析 软 件 ， 实 验 数据 以 mean+SD 表 示 。 实 验 组 和 对 照 组 间 


比较 采用 独立 样本 检验 ，p<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 构建 敲 减 STAT3 基因 的 细胞 系 SK-Hep1-shSTAT3 


为 了 揭示 STAT3 在 SK-Hepl 细胞 对 sorafenib 抗 性 中 的 作用 ,我 们 利用 RNA 
干扰 技术 对 STAT3 进行 敲 减 。 首 先 ， 我 们 设计 了 四 条 STAT3 的 shRNA 序列 。 


SK-Hepl 
Vector shSTAT3-1 shSTAT3-2 
STAT3 qu 


p-STAT3(Y705) = "-—  o— 


p-STAT3(S727) = 一 -一 


GAPDH | cl ED OD 
1 Western blot 检测 STAT3 基因 沉默 的 SK-Hep1 细胞 中 STAT3 蛋白 表达 
及 其 磷酸 化 修饰 
Fig.1 Analysis of STAT3 and its phosphorylationin gene silencing cell 
SK-Hep1 by Western blot 


进而 利用 病毒 包装 和 感染 技术 , 构建 了 对 照 和 表达 STAT3 shRNA 的 SK-Hepl 细 
胞 株 。Western blot 检测 SK-Hepl 对 照 组 及 shRNA 组 细胞 的 STAT3 总 蛋白 及 其 
磷酸 化 表达 水 平 。 结 果 显 示 shRNA 组 的 STAT3 蛋白 表达 和 磷酸 化 水 平均 有 明显 
下 降 ， 其 中 两 条 shRNA 对 STAT3 敲 减 的 效果 较 好 。 其 靶 序 列 分 别 为 
5-GCTGACCAACAATCCCAAGAA-3' 和 5-GCAAAGAATCACATGCCACTT -3'。 

(图 1， 另 外 两 个 shRNA 干扰 结果 未 在 图 中 显示 )。 这 说 明 STAT3 shRNA 能 有 
效 抑制 STAT3 的 表达 , 并 且 通 过 沉默 STAT3 基因 的 方式 能 有 效 降 低 STATS 的 磷 
酸化 水 平 。 
2.2 SK-Hepl 细胞 中 sorafenib 对 STAT3 的 作用 

根据 已 有 文献 报道 ， 在 多 种 癌 细 胞 中 sorafenib 可 抑制 STATS 的 磷酸 化 31。 

在 肝 瘤 细胞 株 SK-Hepl 中 ， 我 们 也 同样 验证 了 上 述 现象 。 在 用 不 同 浓度 的 
sorafenib 刺激 SK-Hepl 细胞 24h 后 , 发 现 其 STAT3 磷酸 化 水 平 随 sorafenib 浓度 
升 高 而 降低 ， 而 STAT3 总 蛋白 却 无 明显 变化 (图 2)。 这 提示 STAT3 在 sorafenib 


Sorafenib __5K-Hep! — 
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STAT3 
(Y705) 
p-STAT3 | aus am um 
($727) 
GAPDH 
2 不 同 浓度 sorafenib 对 SK-Hep1 细胞 STATS ARIA RA BER HAE Tn 
影响 
Fig.2 Effects of different concentrations of sorafenib on STAT3 protein 
expression and phosphorylation modification in SK-Hep1 cells 


疗效 中 发 挥 重要 作用 。 

2.3 mK STAT3 对 SK-Hep1 细胞 的 Sorafenib 敏感 性 的 影响 

有 文献 表明 , 临床 上 单纯 依靠 提高 sorafenib 的 用 药剂 量 会 带 来 不 良 反 应 [34。 
而 我 们 的 前 期 实验 发 现 SK-Hep1 细胞 对 sorafenib 具有 抗 性 0 引 。 故 我 们 试图 用 
STAT3 的 RNA FIRER, ARI STATS 是 否 能 增强 sorafenib 在 SK-Hepl 细 
胞 中 的 疗效 。 从 图 3A 可 以 看 出 ， 敲 减 STAT3 的 SK-Hepl (shSTAT3+DMSO) 


细胞 增殖 能 力 明 显 低 于 对 照 组 CVector+DMSO). 并且 随 着 细胞 培养 时 间 的 增加 ， 
增殖 速度 的 差异 呈 扩 大 趋势 。 另 外 ， 低 浓度 (Sumol/L) sorafenib 联合 STAT3 基 
D SRL TS SK-Hep1 细胞 (shSTAT3+Sorafenib)， 其 生长 速度 也 明显 低 于 两 个 单 
JU FA RIR CShSTAT3 +DMSO ) 或 加 sorafenib 刺激 的 对 照 组 (Vector+Sorafenib )， 


p<0.05, gib xEE2E RE. 

用 不 同 浓度 的 sorafenib 分 别处 理 SK-Hepl 细胞 48 h 后 ， 用 CCK-8 法 检测 
细胞 活力 , 可 以 看 出 敲 减 STAT3 的 SK-Hepl 细胞 活力 比 未 敲 减 STATS 的 对 照 组 
细胞 明显 降低 〈 图 3B)，p<0.01， 差 异 显著 。 而 且 在 sorafenib 用 量 为 2.SumolL 
时 , 敲 减 STAT3 的 细胞 就 已 经 比 未 敲 减 的 细胞 活力 降低 了 一 倍 。 表 明 下 调 STAT3 
能 降低 SK-Hepl 的 细胞 活力 ， 增 加 细胞 对 sorafenib 药物 的 敏感 性 。 
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3Sorafenib XJ iJ STAT3 基因 的 SK-Hepl 细胞 活力 的 影响 
A: 在 STAT3 基因 效 减 的 SK-Hepl 细胞 和 对 照 细 胞 中 比较 sorafenib 处 理 后 的 
细胞 生长 曲线 〈 与 对 照 组 相 比 ，*p<0.05，**#p<0.01，n=3 ) 
B: 不 同 浓度 sorafenib XJ mi STAT3 基因 的 SK-Hepl 细胞 活力 影响 (与 对 照 
组 相 比 ，**p<0.01，n=3) 
Fig.3 Effects of sorafenibon SK-Hepl knockdown STAT3 gene 
A: Cell growth curve of SK-Hepl-shSTAT3 and control treated by 


sorafenib(compared with the control group, *p«0.05, **p<0.01, n=3) 


B: Cell viability change in SK-Hepl-shSTAT3 treated by different concentrations 


of sorafenib (compared with the control group **p<0.01, n=3) 
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2.4 Sorafenib 对 STAT3 下 游 基 因 Mcl-1 和 CyclinD1 表达 的 影响 

有 文献 表明 Mcl-1 和 CyclinD1 是 STAT3 下 游 基 因 0417， 因 此 我 们 用 
10umol/Lsorafenib Aii STAT3 基因 的 SK-Hepl 和 对 照 组 细胞 ， 结 果 证 实 
sorafenib 处 理 使 STAT3 磷酸 化 下 降 与 下 调 Mcl-1, cyclinD1 呈正 相关 ， 同时 敲 减 
STAT3 联合 sorafenib 处 理 也 使 p-STAT3 (Y705). p-STAT3 (S727). Mcl-1 和 
CyclinD 1 的 表达 量 显著 降低 , 且 均 虽 时 间 梯 度 依赖 (图 4)。 这 一 结果 提示 sorafenib 
可 能 通过 STATS 调控 细胞 周期 蛋白 CyclinD1 和 抗 凋 亡 蛋白 Mcl-1 的 表达 ， 从 而 
影响 细胞 凋 亡 和 增殖 。 


. SK-Hep1-Vector SK-Hep1-shSTAT3 
Sorafenib 
(10umol/L,h) 0 2 6 24 0 2 6 24 


sn 
p-STAT3 (S727) i | iria. 
CyclinD1 ee 一 一 =e | 
GAPDH 一 一 一 一 一 一 一 到 | 


图 4 SK-Hep1 细胞 中 ，sorafenib 对 STAT3 及 其 下 游 蛋 白 Mcl-1、CyclinD1 表达 
的 影响 

Fig.4 The effect of sorafenib on the expression of STAT3 and its downstream 
protein Mcl-1 and CyclinDlin SK-Hepl cells 


3 讨论 

Sorafenib 是 目前 FDA 批准 用 于 晚期 肝癌 治疗 的 唯一 诅 向 药物 ,但 由 于 肝癌 
发 病 机 制 的 复杂 性 以 及 肝癌 的 异 质 性 09，sorafenib 的 疗效 并 不 理想 。 因 而 ， 鉴定 
并 确立 增强 sorafenib 疗效 的 有 效 训 点 和 标志 物 是 目前 晚期 肝癌 治疗 的 关键 。 本 
研究 利用 基因 沉默 技术 降低 具有 sorafenib 抗 性 的 肝癌 细胞 SK-Hep1 中 STAT3 的 


表达 ， 证 实 沉默 STAT3 基因 能 提高 该 肝癌 细胞 对 sorafenib 的 敏感 性 。 同 时 ， 我 
们 的 研究 也 提示 STATS 的 高 表达 或 高 活性 预示 着 肿瘤 细胞 的 sorafenib 抗 性 。 
而 STATS 的 表达 量 或 磷酸 化 修饰 将 有 助 于 指导 临床 上 甄别 目标 人 和 群 进行 靶 向 治 
疗 ， 实 现 疗 效 最 佳 化 的 个 体 治疗 和 精准 治疗 。 

有 报道 称 sorafenib 通过 抑制 STAT3 活性 ， 调 控 下 游 增殖 和 抗 油 亡 相关 基因 
(如 : ”Mcl-1、 Bcl-2, Cyclin D Ñ E, Survivin) 的 表达 ， 抑 制 肿 瘤 细胞 增殖 ， 
增强 肿瘤 细胞 凋 亡 09]。 本 研究 也 证 实 STATS ELI] SK-Hepl 细胞 中 ， 其 下 游 的 
PACEA Mcl-1 和 促进 细胞 增殖 的 周期 蛋白 cyclinD1 均 随 之 而 减少 。 

临床 试验 显示 ， 治 疗 时 与 药物 相关 的 不 良 反 应 会 随 着 sorafenib 剂量 的 增加 
而 呈 趋 势 增加 ， 这 就 迫使 患者 减少 剂量 或 中 断 治 疗 ， 严 重 阻 碍 了 sorafenib 的 临 
床 疗 效 P0。 那 么 对 于 sorafenib 不 敏感 的 患者 ， 仅 靠 提 高 药物 剂量 显然 不 合适 。 
我 们 的 实验 结果 也 显示 ，sorafenib 作用 于 敲 减 STAT3 的 细胞 时 ， 其 治疗 效果 优 
于 单独 采用 敲 减 STAT3 或 仅 使 用 sorafenib 治疗 。 这 提示 ， 对 sorafenib 药物 不 敏 
感 的 肝癌 细胞 ， 在 不 提高 sorafenib 药 量 的 情况 下 ， 通 过 抑制 STAT3 的 表达 或 抑 
制 STAT3 的 活性 的 联合 治疗 手段 ， 可 能 起 到 协同 作用 ， 共 同 促进 细胞 死亡 ， 为 
今后 实现 个 体 化 治疗 和 精准 治疗 , 提高 疗效 提供 理论 指导 。 考虑 到 体内 进行 RNA 
干扰 需 借 助 病毒 感染 的 手段 和 方法 。 而 病毒 感染 将 引起 宿主 的 免疫 反应 ， 甚 至 引 
发 肿瘤 等 并 发 症 。 为 了 规避 这 一 不 足 ， 本 研究 结果 提示 ， 临 床上 可 以 采用 STAT3 
的 抑制 剂 或 STAT3 上 游 激酶 JAK 蛋白 家 族 抑制 剂 协同 增强 Sorafenib 诱导 的 细胞 
死亡 ， 并 最 终 增强 Sorafenib 的 疗效 。 

为 进一步 阐明 STAT3 在 Sorafenib 诱导 肝癌 细胞 死亡 的 作用 机 制 ， 在 后 续 的 
研究 中 ， 需 检测 STAT3 的 下 游 作 用 因子 ， 尤 其 是 炎症 因子 的 表达 情况 ， 深 入 探 
讨 细胞 死亡 类 型 ， 是 细胞 凋 亡 ， 还 是 细胞 坏死 ， 抑 或 是 细胞 焦 亡 或 铁 死 亡 ; 创建 
小 鼠 肝 癌 模 型 ， 并 通过 抑制 STAT3 与 Sorafenib 进行 联合 治疗 ， 观 察 疗效 。 有 研 
究 报道 ，HGF 通路 的 异常 激活 可 赋予 肝癌 细胞 Sorafenib 药物 抗 性 22， 并 且 
Sorafenib 可 抑制 HGF 诱导 的 EMT 及 细胞 迁移 22。 因而 ， 在 后 续 的 研究 中 ， 曾 
明 STAT3 在 HGF 等 其 它 通路 中 的 作用 , 及 其 对 肝癌 细胞 EMT 及 迁移 中 的 作用 ， 
将 有 利于 探 明 其 中 的 作用 机 制 。Sorafenib Fil STAT3 被 认为 是 肝癌 治疗 的 新 机 
制 ' 31， 我 们 的 研究 还 证 实 了 抑制 STAT3 可 增强 Sorafenib 诱导 的 细胞 死亡 。 这 


看 似 矛 盾 的 观点 提示 STAT3 在 Sorafenib 的 肝癌 治疗 发 挥 着 “缓冲 器 (bumper? " 
的 作用 。 如 同 汽 车 的 保险 杆 ，Sorafenib 可 降低 STAT3 的 活性 ， 然 而 ， 一 但 细胞 
失去 这 个 “保险 杆 ” 肝癌 细胞 则 对 Sorafenib 更 加 敏感 。 
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